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RESUMO 
Introdução: A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética recessiva 
ligada ao cromossomo X, local em que ocorre a mutação no gene da proteína distrofina, 
levando a uma degeneração muscular progressiva e irreversível. Sabe-se que a saúde óssea 
também está afetada na DMD, apresentando uma diminuição da densidade mineral óssea e 
alta incidência de fraturas associadas à fraqueza deste tecido. Porém, por ser uma doença de 
caráter muscular, há necessidade de aprofundamento sobre como a inflamação crônica, 
ocasionada pela doença, pode comprometer o tecido ósseo do portador de DMD. O modelo 
murino para distrofia muscular de Duchenne é amplamente utilizado para o estudo dos 
mecanismos patológicos desta doença, principalmente sob o ponto de vista morfológico. 
Objetivo: Avaliar, na epífise distal do fêmur de animais Mdx, as possíveis alterações 
morfológicas e relação das mesmas com o marcador inflamatório COX-2. Metodologia: 
Foram utilizados camundongos C57BL/10 (n=05) e C57BL/10-Dmdmdx (n=05), com 
dezesseis semanas de vida. Tais animais foram distribuídos, respectivamente, em grupo 
Controle e em grupo com distrofia muscular de Duchenne (Mdx). Após a eutanásia, a epífise 
distal do fêmur desses animais foi separada e realizadas análises histológicas (HE e Safranina-
O),  morfométricas e de imunoistoquímica (COX-2). Resultados: Através da análise com HE, 
foi possível identificar, em todos os grupos, a substância óssea esponjosa proveniente tanto do 
centro de ossificação primário quanto do centro de ossificação secundário. A coloração dos 
proteoglicanos com Safranina-O revelou marcação menos evidente na cartilagem articular e 
lâmina epifisial do grupo Mdx, em relação ao grupo Controle. Foi observada intensa 
imunomarcação na lâmina epifisial do grupo Mdx quando comparado ao Controle. Na medula 
óssea, ambos os grupos apresentaram imunomarcação, no entanto, mais uma vez a mesma foi 
mais intensa no grupo Mdx em relação ao respectivo Controle. Os osteócitos da diáfise apenas 
dos animais do grupo Mdx, também apresentaram intensa imunomarcação, o que não ocorreu 
no grupo Controle. As medidas morfométricas da lâmina epifisial e suas zonas celulares não 
apresentaram diferenças significativas entre os grupos. Conclusões: Foram evidenciadas, na 
epífise distal do fêmur dos animais Mdx, alterações dos proteoglicanos tanto da cartilagem 
articular quanto da lâmina epifisial. Além disso, houve evidência de processo inflamatório, 
com a presença da COX-2, na lâmina epifisial, medula óssea e diáfise do fêmur. As análises 
morfométricas da lâmina epifisial não apontaram alterações nos animais Mdx. Dessa maneira, 
no presente estudo podemos apontar que o processo inflamatório bem como as alterações dos 
proteoglicanos são evidências importantes a serem investigadas como causas da degeneração 
óssea em portadores de DMD.  
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ABSTRACT 
Introduction: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a X-linked recessive genetic disease, 
which occurs a mutation on dystrophin’s protein gene, leading to a progressive and 
irreversible muscular degeneration. It is known that bone health is also affected in DMD, 
presenting a decrease in bone mineral density and a high incidence of fractures associated 
with the weakness of this tissue. However, for its muscular character, there is a need to have a 
deeper look in how the chronic inflammation, caused by the disease, can compromise the 
bone tissue of the DMD patient. The murine model for Duchenne muscular dystrophy is 
widely used to study the pathological mechanisms of this disease, specially from the 
morphological view. Purpose: To evaluate, in the distal femoral epiphysis of Mdx animals, 
the possible morphological alterations and their relation with inflammatory marker COX-2. 
Methods: This study used C57BL/10 (n = 05) and C57BL/10-Dmdmdx (n = 05) 16-week-old 
mice. These animals were distributed, respectively, in a Control and Duchenne muscular 
dystrophy (Mdx) group. After euthanasia, the distal epiphysis of the femur was separated and 
histological (HE and Safranin-O) and morphometric analysis were performed, besides to 
immunohistochemistry (COX-2) were performed. Results: Through HE analysis, it was 
possible to identify, in all groups, the cancellous bone proven both from the primary 
ossification center and from the secondary ossification center. The coloration of 
proteoglycans with Safranin-O revealed less evident marking in the articular cartilage and 
epiphyseal plate of the Mdx group, in relation to the Control group. There was intense 
immunostaining in the Mdx epiphyseal plate compared to Control. In the bone marrow, both 
groups showed immunostaining, but once again more intense in the Mdx group in relation to 
the respective Control. Osteocytes from the diaphysis from animals of the Mdx group also 
presented intense immunostaining, which was not found in the Control group. As 
morphometric measurements of the epiphyseal plate and its cellular zones did not present 
statistical significance between the groups. Conclusions: It was evidenced on the distal 
femoral epiphysis of the Mdx animals, alterations on proteoglycans in both articular cartilage 
and epiphyseal plate. In addition, there was evidence of an inflammatory process, with a 
presence of COX-2, in the epiphyseal plate, bone marrow and femoral diaphysis. As 
morphometric analyzes of the epiphyseal plate did not point differences in the Mdx animals. 
Thus, in the present study we can point out that the inflammatory process as well as the 
proteoglycans are important evidences to be investigated as causes of bone degeneration in 
DMD patients. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne  
 A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética de caráter recessivo, 
ligado ao cromossomo X, onde há uma mutação no gene codificador da proteína distrofina, 
causando uma perda progressiva da força muscular em seus portadores. Dentre as distrofias 
musculares, a DMD é a mais comum e uma das mais graves, afetando 1:3500 meninos 
nascidos e levando à uma morte prematura, geralmente por complicações cardíacas e 
respiratórias (BLAKE et al., 2002; HOFFMAN, BROWN, KUNKEL, 1987). 
A proteína distrofina faz parte do complexo distrofina-glicoproteínas, atua como ponte 
de ligação de filamentos de actina com glicoproteínas do sarcolema. Em situações normais, a 
distrofina estabiliza a membrana no momento da contração muscular (LE RUMEUR, 2015). 
Na DMD, a deficiência ou ausência desta proteína faz com que ocorram rupturas na 
membrana, gerando estresse mecânico e alteração do metabolismo na fibra muscular, 
caracterizado pelo aumento de níveis séricos da enzima creatina quinase, indicador de lesão 
muscular (RUFO et al., 2011). A instabilidade da membrana gera um ciclo de degeneração e 
regeneração, onde ocorre a proliferação de células satélites como mecanismo de regeneração, 
e de resposta inflamatória como mecanismo de degeneração, com a liberação de macrófagos e 
neutrófilos. Este processo leva à inflamação crônica, fibrose, infiltração de gordura e 
consequentemente perda da função muscular (ABOU-KHALIL et al., 2014; 
MORGENROTH, HACHE, CLEMENS, 2012).  
 Ao nascer, o portador de DMD não apresenta sinais clínicos alterados, mas seus níveis 
séricos de creatina quinase já estão elevados, indicando degeneração muscular (BLAKE et al, 
2002). Os primeiros sinais da fraqueza muscular são mais evidentes a partir dos três anos de 
idade, podendo haver dificuldade para deambular, fraqueza da musculatura proximal, 
presença do sinal de Gowers (a utilização das mãos para “escalar” o próprio corpo, na 
tentativa de ficar em pé), histórico de quedas frequentes e atraso no desenvolvimento motor 
(JENNEKENS et al., 1991; LE RUMEUR, 2015).  
Uma característica comum no estágio inicial da doença é a pseudo-hipertrofia, que é 
caracterizada pela substituição das células musculares lesionadas por tecido conjuntivo e 
adiposo, especialmente na musculatura dos membros inferiores (KORNEGAY et al., 2012). 
Diante de todas estas complicações, a mobilidade do indivíduo fica comprometida, 
demandando o uso de cadeiras de rodas por volta dos 12 anos de idade. Ainda, complicações 
cardíacas e respiratórias são encontradas nos estágios finais da doença, levando o indivíduo a 
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óbito por volta da terceira década de vida (MARANHÃO et al., 2015). A progressão da 
doença é rápida e irreversível, ainda sem cura. O uso de corticoesterórides tem sido adotado 
como tratamento, com o objetivo de retardar a progressão desta doença (FALZARANO, 
SCOTTON, FERLINI, 2015).  
A compreensão dos mecanismos dessa doença e a necessidade de encontrar uma 
possível cura tem sido buscada desde suas primeiras descrições em meados de 1800. Porém, 
por motivos éticos, a avaliação de tecidos humanos através de repetidas biópsias musculares 
de portadores de DMD seria algo impraticável.  Desta forma, veio a necessidade da busca de 
modelos experimentais que tivessem a fisiopatologia semelhante aos humanos (MANNING, 
O’MALLEY, 2015). 
1.2 Modelo experimental para a Distrofia Muscular de Duchenne: o animal Mdx  
 Em 1984, camundongos da linhagem C57BL/10 sofreram uma mutação espontânea, 
que levou a uma alteração no gene da distrofina no cromossomo X, causando a ausência desta 
proteína (BULFIELD et al., 1984). O modelo de camundongos foi nomeado Mdx e 
atualmente é um dos modelos animais mais utilizados em pesquisas sobre a DMD 
(PARTRIDGE, 2013).   
 Grande parte da fisiopatologia da DMD foi elucidada através do uso destes 
camundongos (MORGENROTH, HACHE, CLEMENS, 2012). A fisiopatologia é similar a 
dos humanos, sendo possível encontrar degeneração muscular, controle fisiológico da 
homeostase do cálcio alterada (com aumento na concentração de cálcio nas fibras 
musculares), pseudo-hipertrofia da musculatura esquelética e infiltração inflamatória. Porém, 
apesar das similaridades, a apresentação clínica no modelo Mdx é mais branda, pois não há 
acentuação do processo fibrótico e nem redução no tempo de vida (MANNING, O’MALLEY, 
2015).  
 Os mecanismos de ação dos corticoesterórides na DMD foram esclarecidos através do 
camundongo Mdx, e atualmente, é a única terapia medicamentosa efetiva em retardar a 
progressão da doença, apesar de seus efeitos deletérios (MANNING, O’MALLEY, 2015). 
1.3 Tecido ósseo 
O tecido ósseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo denso, sendo este o 
componente principal do esqueleto. É um tecido de grande importância, pois é responsável 
pela sustentação e proteção de órgãos, além de ser sítio de inserção de músculos, 
proporcionando a capacidade de locomoção e geração de força por sistemas de alavanca 
(GENESER, 2013). A homeostasia de íons importantes, como cálcio e fosfato, também 
 9 
depende do tecido ósseo, sendo o local de armazenamento e liberação destes íons 
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).  
A matriz óssea é formada por material extracelular calcificado e células diferenciadas, 
responsáveis pela formação e absorção do tecido ósseo, processo conhecido como 
remodelação óssea. Os osteoblastos são células que sintetizam a parte orgânica da matriz 
óssea e proteínas que facilitam a deposição de cálcio e estimulam ainda mais a atividade de 
osteoblastos. Uma vez que a matriz é sintetizada e aprisiona esta célula, ela então pode ser 
chamada de osteócito. Os osteócitos são encontrados no interior da matriz óssea, ocupando as 
lacunas das quais partem os canalículos, local onde é possível a troca de moléculas e íons com 
capilares sanguíneos. A manutenção da matriz óssea tem como elemento essencial os 
osteócitos. A reabsorção do tecido ósseo acontece por intermédio de osteoclastos (GENESER, 
2013; SU et al., 2017). 
O processo de ossificação do tecido ósseo pode ocorrer através de duas formas: 
ossificação intramembranácea e ossificação endocondral (SU et al., 2017). A ossificação 
intramembranácea acontece a partir de uma placa membranácea do mesenquima que envolve 
o cérebro, formando os ossos planos do crânio, maxila e clavícula. Já a ossificação 
endocondral ocorre através de um modelo pré-formado de cartilagem hialina embrionária, 
circundado por periósteo, que forma os ossos longos do esqueleto (BERENDSEN, OLSEN, 
2015). 
A ossificação endocondral é um processo complexo desencadeado pela diferenciação 
de condrócitos no centro de ossificação primário, presente no centro do local que será a futura 
diáfise do osso longo. Ocorre então a hipertrofia dos condrócitos, seguido de calcificação da 
matriz cartilagínea e consequentemente morte dos condrócitos. Nesta fase, células 
indiferenciadas do periósteo dão origem a osteoblastos que depositarão matriz óssea na matriz 
cartilaginosa calcificada. Após a formação do centro de ossificação primário, ocorre a 
formação do centro de ossificação secundário nas epífises do osso em desenvolvimento 
(GENESER, 2013).  
Quando ocorre a formação do tecido ósseo pelo centro secundário nas epífises, o 
tecido cartilaginoso é encontrado apenas na cartilagem articular e na cartilagem nomeada 
lâmina epifisial (BERENDSEN, OLSEN, 2015). Esta última é dividida em zonas celulares, as 
quais são responsáveis, em conjunto, pelo crescimento longitudinal dos ossos, através de 
etapas contínuas de osteogênese endocondral (KARSENTY, 2003). A zona de repouso 
constitui-se de cartilagem hialina; a zona proliferativa possui condrócitos que formam colunas 
paralelas de células achatadas; a zona hipertrófica apresenta condrócitos volumosos, enquanto 
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a matriz apresenta-se reduzida disposta entre as células hipertróficas – nesta região os 
condrócitos entram em apoptose; zona calcificada é a região que precede o aparecimento do 
tecido ósseo, sendo o local de mineralização da matriz cartilaginosa e término da apoptose 
dos condrócitos (Figura 1) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 
 
Figura 1: O processo de ossificação endocondral se inicia a partir de um modelo de cartilagem hialina. Ocorre o processo 
de calcificação desencadeado por sinalização celular, resultando posteriormente em invasão de vasos sanguíneos nas 
cavidades da diáfise, enquanto osteoblastos e osteoclastos modificam a cartilagem calcificada em substância óssea 
esponjosa (centro de ossificação primário). No centro da diáfise, é formada a cavidade medular, onde é localizada a medula 
óssea. À medida que ocorre a invasão de vasos sanguíneos e osteoblastos nas epífises, é formado o centro de ossificação 
secundário, onde também haverá a substituição de cartilagem por sustância óssea esponjosa. Durante o desenvolvimento 
dos ossos longos, entre as epífises e diáfises é possível encontrar a lâmina epifisial, uma cartilagem hialina que possui 
zonas celulares responsáveis pelo crescimento longitudinal dos ossos longos (adaptado de MOLNAR et al.,2016). 
 
A cartilagem articular é um tipo especializado de cartilagem hialina, a qual recobre as 
superfícies articulares, com algumas exceções (GENESER, 2013). Seu papel é proporcionar 
uma superfície lubrificada, resistente e compressível, tornando possível o deslizamento suave 
dos ossos durante o movimento articular e a distribuição de pressões intra-articulares 
(GUILAK, 2004). A cartilagem articular é formada por condrócitos, os quais organizam as 
macromoléculas presentes na matriz extracelular, que consistem principalmente em colágeno 
tipo II e proteglicanos (HUI, 2016).  
Os proteoglicanos são glicoproteínas extracelulares amplamente distribuídas pelo 
tecido conjuntivo, estando presente no coração, rins, fígado, ossos, cérebro, entre outros 
(GRAY, 1988). Anteriormente via-se essas proteínas como moléculas passivas, mas estudos 
recentes apontam sua importância estrutural e funcional, oferecendo resistência a forças 
compressivas (na cartilagem articular, por exemplo), até seu papel na sinalização celular de 
fatores de crescimento (NI et al., 2014; BROWN & EAMES, 2016). Proteoglicanos são 
ligados a cadeias longas de carboidratos chamados glicosaminoglicanos, formando redes 
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tridimensionais com espaços ricos em água. Essas glicoproteínas possuem várias 
classificações e, por interagirem com diferentes configurações de glicosaminoglicanos, suas 
variações possuem funções diversas (GRAY, 1988). 
Na cartilagem, o proteoglicano mais abundante é o Aggrecan (ligado a sulfato de 
condroitina e de keratan, tipos de glicosaminoglicanos), o qual confere a resistência e 
hidratação dessas estruturas (CHAHINE et al., 2005). O proteoglicano também atua no 
desenvolvimento ósseo, por ser um componente importante da cartilagem durante o processo 
da ossificação endocondral (ASPBERG, 2012). Quando ocorrem mutações na via da síntese 
de prostaglandinas, o tecido ósseo é frequentemente afetado, possivelmente por ser um local 
de alta produção dessas proteínas (BROWN & EAMES, 2016).  
1.4 Alterações ósseas e cartilagíneas na Distrofia Muscular de Duchenne 
 O tecido muscular estriado esquelético e cardíaco são os que mais sofrem alterações 
nos indivíduos com DMD. Entretanto, os efeitos deletérios deste distúrbio têm repercussões 
sobre o tecido ósseo, por causas multifatoriais. Os indivíduos com DMD apresentam 
puberdade tardia, o que causa uma diminuição do pico de massa óssea (MORGENROTH, 
HACHE, CLEMENS, 2012). A perda da capacidade de deambulação prematura afeta o 
crescimento ósseo e o desenvolvimento da massa óssea pela falta de carga mecânica sobre o 
osso, ou seja, por tensão muscular ou pelo impacto ao caminhar (NOVOTNY et al., 2011). 
Dessa forma, o osso entra em estado de desuso, levando à diminuição da densidade mineral 
óssea, aumento de reabsorção óssea e aumento do risco de fraturas, mesmo por traumas 
mínimos. Para muitos pacientes, o fim da deambulação é marcado pela fratura de um osso 
longo (ABOU-KHALIL et al., 2014; NOVOTNY et al., 2011).  
 A presença de escoliose é alta nesse distúrbio e pode ser explicada pela fraqueza e 
desequilíbrio progressivo da musculatura. Com a progressão da doença e aumento da 
inatividade, o grau da escoliose aumenta, dificultando ainda mais a capacidade respiratória do 
paciente que já possui um déficit na musculatura respiratória (LOMAURO, D’ANGELO, 
ALIVERT, 2015).  
O uso de glicocorticóides tem sido eficaz em alguns aspectos da doença, por diminuir 
os efeitos das respostas inflamatórias no tecido muscular, prolongando o tempo de 
deambulação desses indivíduos, além de retardar a progressão da escoliose (KINALI et al., 
2006). Apesar dos efeitos positivos destes medicamentos na doença, os efeitos colaterais 
aumentam a chance de fraturas vertebrais, além de potencializar os aspectos já existentes na 
doença, como osteomalácia e osteoporose (BIANCHI et al., 2003; TALIM et al., 2002). 
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 Estudos realizados com camundongos Mdx apontam que as alterações musculares 
causadas pela doença geram problemas ósseos importantes nestes animais, como 
densitometria óssea diminuída, diminuição da força e rigidez óssea, comprometimento das 
propriedades mecânicas do osso, diminuição da deposição mineral, aumento da atividade de 
osteoclastos, citocinas como interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa (NOVOTNY et al., 
2011; RUFO et al., 2011; MORGENROTH, HACHE, CLEMENS, 2012).  
1.5 Imunoexpressão da ciclooxigenase-2 no tecido ósseo e cartilagíneo 
A ciclooxigenase é uma enzima que apresenta duas isoformas nomeadas 
ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 é tida como uma enzima 
constitutiva, sendo encontrada em situações fisiológicas normais. A enzima COX-2 foi 
rotulada como indutiva, pois esta é encontrada em maiores quantidades apenas em tecidos que 
sofreram um trauma ou diante de um processo inflamatório (ROUZER, MARNETT, 2009).  
A COX-2 está intimamente ligada à processos inflamatórios, pois esta faz parte da 
cascata do ácido araquidônico, catalisando a conversão do ácido araquidônico em 
prostaglandinas (DUBOIS et al, 1998). Desde a sua descoberta, na década de 70, esta enzima 
tem sido amplamente estudada, se tornando um dos alvos principais de medicamentos anti-
inflamatórios não esteroidais e de inibidores seletivos para COX-2 (DUBOIS et al., 1998; 
WANG et al., 2015). Além disso, existe muita investigação sobre a função da COX-2 em 
diferentes tecidos das mais diversas doenças.  
Um estudo realizado com o fêmur de camundongos, a colocação de um enxerto 
demonstrou que a enzima COX-2 tem papel fundamental na cicatrização e incorporação do 
enxerto ao osso fraturado (O’KEEFE et al., 2006). Outro estudo verificou a presença 
aumentada da COX-2, através de análise de reação em cadeia de polimerase em tempo real, 
logo após fratura induzida na tíbia de ratos, indicando uma relação desta enzima nos estágios 
iniciais de remodelação óssea (GERSTENFELD et al., 2003). Existe a hipótese de que a 
enzima COX-2 esteja relacionada ao reparo ósseo por ser responsável pela regulação de 
prostaglandinas (com destaque à protaglandina E2), a qual modula a função dos osteoblastos e 
osteoclastos, elementos essenciais no processo de remodelação óssea (RADI, KHAN, 2005). 
O aumento da expressão da COX-2 também foi observado em tecidos neoplásicos, como 
apontado em estudos realizados com crianças e cães portadores de osteossarcoma (DICKENS 
et al., 2002; MOHAMMED et al., 2004).  
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Em adição, há também a presença anormal da COX-2 no músculo de camundongos 
Mdx, especialmente em áreas de fibrose (DE OLIVEIRA et al., 2013). A investigação deste 
marcador no tecido ósseo distrófico ainda não foi realizada.  
 O evento primário da doença é a ausência da distrofina, porém os eventos secundários 
como a inflamação crônica e fibrose favorecem o avanço deste distúrbio no tecido muscular 
(MARANHÃO et al., 2015). Estes eventos também alteram a saúde óssea, piorando o quadro 
da doença.  
1.6 Tratamento fisioterapêutico da Distrofia Muscular de Duchenne 
Por ser uma doença genética de caráter progressivo crônico, a intenção no tratamento 
destes indivíduos é promover uma melhora da qualidade de vida, diminuindo a incidência de 
complicações osteomusculares e cardiorrespiratórias, prolongar o período de deambulação, 
atingindo assim o nível funcional máximo do portador (JOHNSON, FLORENCE, ABRESCH, 
2012).  
A fisioterapia, dentro da equipe multidisciplinar, possui especialidades que atuam nas 
diferentes necessidades destes pacientes, além do conhecimento sobre a fisiopatologia da 
doença e sua progressão, possibilitando uma intervenção mais específica e até profilática no 
cuidado (JOHNSON, FLORENCE, ABRESCH, 2012).  
Apesar de ser conhecida a progressão da doença, os portadores possuem 
heterogeneidade na apresentação clínica, sendo importante a avaliação individual de cada 
paciente de forma contínua, delineando um tratamento singular, através dos achados de 
amplitude de movimento, força, análise postural, funcionalidade, capacidade 
cardiorrespiratória e marcha (BUSHBY et al., 2010a).  
A DMD manifesta-se geralmente na primeira infância, período em que o portador 
apresenta atrasos nos marcos motores e dificuldade na deambulação, sendo esses sinais 
variáveis. A educação precoce dos familiares do portador é de extrema importância, uma vez 
que deformidades ocorrem de forma muito rápida caso não haja intervenção (BUSHBY et al., 
2010a). Sendo assim, a orientação sobre adaptações no ambiente, técnicas de transferência do 
paciente, indicação de órteses, posicionamentos, alongamento e mobilização articular têm 
grande relevância na prevenção de complicações secundárias a doença (BUSHBY et al., 
2010a).  
 O tratamento deve conter metas a serem atingidas a partir da avaliação 
cinesiofuncional, adaptando o tratamento para a faixa etária e necessidades especificas do 
portador. Os objetivos de uma forma geral visam diminuir sintomas álgicos; prevenir 
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contraturas (musculares e capsulares) e manter a amplitude de movimento adequada para as 
atividades funcionais; manutenção da força e resistência muscular afim de prolongar o tempo 
de marcha e função do indivíduo; promover alinhamento e simetria postural, prevenindo a 
escoliose; manter as transferências funcionais e independência máxima durante todos os 
estágios da doença; diminuir o impacto das posturas e movimentos compensatórios 
desenvolvidos pelo paciente (BUSHBY et al., 2010b).  
 O benefício do treinamento de força muscular nestes indivíduos ainda é amplamente 
discutido, não havendo uma referência de parâmetros seguros sobre intensidade e frequência 
do exercício para essa população. De uma forma geral, deve-se evitar que a intensidade do 
exercício leve a fadiga muscular do paciente (JANSEN et al., 2010). Exercícios ativos 
assistidos ou ativos livres devem ser empregados, segundo a capacidade de execução do 
paciente, evitando exercícios de contração excêntrica do musculo e fazendo o uso da 
gravidade e do peso do segmento como resistência (BUSHBY et al., 2010b; MARKERT, 
2012). Atividades recreacionais submáximas são recomendadas para evitar a atrofia por 
desuso, além de integrar o paciente em uma atividade social (BUSHBY et al., 2010b).  
Devido a progressão natural da doença, ocorre um declínio na atividade física do 
portador de DMD, que pode levar a maior incidência de fraturas, piorando o prognóstico do 
paciente por acelerar a perda da mobilidade (BELL et al., 2017). Assim, é importante o 
constante monitoramento da saúde óssea, para que o fisioterapeuta, através de cinesioterapia e 
atividades com descarga de peso, possa auxiliar na manutenção da integridade do tecido 
ósseo, retardando a imobilização inerente a doença (MAYO et al., 2012).  
A intervenção fisioterapêutica no cuidado cardiorrespiratório destes pacientes é de 
extrema importância, uma vez que a principal causa de morte da DMD é o declínio da 
capacidade pulmonar devido a fraqueza progressiva da musculatura respiratória e 
deformidades da coluna e caixa torácica, tornando o individuo mais susceptível a infecções 
pulmonares recorrentes e, posteriormente, ao quadro de insuficiência respiratória (KHIRANI 
et al., 2014).  
A fisioterapia intervém de forma eficaz nessas complicações através do suporte 
ventilatório ao paciente – ventilação não-invasiva e invasiva, exercícios de treino da 
musculatura respiratória, intervenções para promoção de higiene brônquica, além da educação 
dos cuidadores e paciente sobre os princípios destas técnicas e tosse assistida (FINDER et al., 
2004).  
A terapia com corticoesteróides tem sido considerada o padrão-ouro para o diminuir o 
declínio da função muscular dos portadores de DMD, sendo implementada entre 4 e 6 anos de 
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idade – considerado a fase platô da doença (MATHEWS et al., 2016). O medicamento retarda 
a perda precoce da marcha e da função cardiorrespiratória, entretanto, possui efeitos deletérios 
que, associado a inatividade física, afetam diretamente a saúde óssea, sendo este mais um 
ponto a receber atenção nestes indivíduos (BELL et al., 2017). 
Em suma, os portadores da DMD necessitam de atenção multiprofissional, sendo a 
fisioterapia um elemento importante para melhora da funcionalidade e participação deste 
paciente (BUSHBY et al., 2010a). Com os avanços nos estudos e entendimento da 
fisiopatologia da doença, percebe-se que há uma gama de fatores que necessitam de cuidados 
nesta população, sendo a saúde óssea uma delas, tanto pela própria doença quanto pelas 
terapias medicamentosas.  
Sendo assim, o estudo experimental das alterações ósseas e cartilagíneas na DMD é o 
primeiro passo para uma melhor compreensão das alterações nestes tecidos, para 
posteriormente adequar ainda mais o tratamento destes indivíduos na prática clínica.  
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2. HIPÓTESE 
 A hipótese desse estudo é que a DMD possa alterar os parâmetros histopatológicos, 
morfométricos e inflamatórios do osso investigado. Tais dados poderão trazer informações 
importantes para a compreensão das alterações ósseas da DMD e suas relações com a 
inflamação. 
3.  OBJETIVO 
Investigar as possíveis alterações morfológicas ósseas e cartilagíneas, além das relações 
das mesmas com o marcador inflamatório ciclooxigenase-2, em animais C57BL/10-Dmdmdx. 
3.1 Objetivos Específicos 
Analisar, na epífise distal do fêmur de animais C57BL/10-Dmdmdx, as possíveis alterações 
através da: 
- Histopatologia do tecido investigado; 
- Morfometria das camadas da lâmina epifisial; 
- Imunoistoquímica do marcador COX-2. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Formação dos grupos experimentais 
O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais de Universidade 
Federal de São Paulo (CEUA-UNIFESP, 8165240614). Após aprovação, foram utilizados 
camundongos C57BL/10 (Controle, n=5) e C57BL/10-Dmdmdx (Mdx, n=5), machos, com 
dezesseis semanas de vida, provenientes da FIOCRUZ (Fundação Oswaldo Cruz, 
Manguinhos - RJ). Estes foram mantidos na Sala de Guarda de Camundongos do 
Departamento de Biociências da UNIFESP Baixada Santista, com temperatura controlada a 
22 ± 2°C, ciclo claro-escuro a cada 12 horas, cuja iluminação iniciava-se as 7h, com água e 
ração (Nuvilab®) ad libitum. 
4.2 Eutanásia 
Os animais dos diferentes grupos sofreram eutanásia com dose excessiva de anestésico 
Ketamina (150 mg/Kg) e Xilasina (30 mg/Kg), via intraperitoneal. Após a eutanásia, o fêmur 
esquerdo foi cuidadosamente dissecado e removido. O fêmur obtido foi seccionado 
transversalmente, sendo utilizada apenas a epífise distal do osso. 
4.3 Análise histopatológica 
Após a coleta do fêmur, o mesmo foi fixado em formaldeído tamponado por 24 horas, 
descalcificado em EDTA (MORSE, 1945) e, em seguida, armazenado em álcool 70%. Após a 
desidratação em etanol (70-100%), os espécimes foram diafanizados em xilol e incluídos em 
Paraplast®. Foram obtidos cortes de 4µm em micrótomo Leica®, os quais foram dispostos em 
lâminas histológicas. Parte desses cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) 
(TOLOSA et al., 2003), para avaliação morfométrica. Outra parte das lâminas foi corada com 
o método Safranina-O (LUNA, 1968), a fim de se proceder à análise dos proteoglicanos. Tais 
técnicas permitiram a realização da análise histopatológica dos espécimes. Outra parte dos 
cortes obtidos, foram dispostos em lâminas previamente silanizadas para a realização da 
técnica imunoistoquímica a ser mencionada no tópico seguinte. 
 
4.4 Análise imunoistoquímica do marcador COX-2 
Foi realizada primeiramente a recuperação antigênica com Tampão Citrato (pH 6.0). 
Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio 
0,3%, o bloqueio de proteínas com leite desnatado 0,3% diluído em PBS e incubação com o 
anticorpo primário COX-2 (1:200) em PBS-BSA 0,1% overnight.  
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Após a lavagem foi realizada a incubação com o anticorpo secundário biotinilado (Kit 
LSAB Dako) e em seguida a incubação com streptoavidina peroxidase (KIT LSAB). A 
revelação foi feita com cromógeno DAB e a coloração com hematoxilina de Harris. 
4.5 Análise morfométrica das camadas da lâmina epifisial 
Na epífise distal do fêmur, foi realizada análise morfométrica das camadas da lâmina 
epifisial através do sistema de imagem computadorizado Axio Visio (Zeiss®). Foram 
selecionados três cortes corados com Safranina-O de cada animal estudado e fotografado 1 
campo de cada corte, com objetiva de 20x o mais próximo possível do vértice da lâmina 
epifisial, sendo realizado posteriormente as medidas (em µm) da altura total e das zonas 
celulares (3 medidas de cada zona) que a integram, a saber: zona de repouso, zona 
proliferativa, zona hipertrófica e zona calcificada. Cabe ressaltar que as zonas hipertrófica e 
calcificada foram medidas em conjunto (Figura 2). 
 
Figura 2: Imagem do vértice da lâmina epifisial do fêmur de camundongo C57BL/10, do grupo Controle em 
aumento de 200X com as medidas realizadas no programa Axio Visio (Zeiss®). No exemplo, observa-se a zona 
celular de repouso, seguida da zona proliferativa e da união das zonas hipertrófica e calcificada, as quais foram 
analisadas em conjunto (método de coloração Safranina-O).  
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4.6 Análise dos dados 
Os resultados histopatológicos foram analisados de forma descritiva a partir de 
fotomicrografias apresentadas na forma de pranchas. Os dados morfométricos foram 
apresentados na forma de gráficos, ilustrando a média e o desvio padrão dos dados dos 
grupos. O método estatístico empregado para a comparação entre os grupos foi o teste t de 
Student para amostras não pareadas. Para todas as análises foi aceito nível de significância 
p<0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Análise histopatológica 
A avaliação histopatológica pela coloração HE realizada com os espécimes, revelou a 
presença da cartilagem articular, centro de ossificação secundário, lâmina epifisial e centro de 
ossificação primário, presentes na epífise distal do fêmur de ambos os grupos. Entretanto, as 
zonas celulares conhecidas da lâmina epifisial (zona de repouso, zona de proliferação, zona 
hipertrófica e zona calcificada), não apresentaram aspecto organizado conforme esperado 
(Figura 3). 
 
Figura 3: Secções longitudinais da epífise distal do fêmur de camundongos do grupo Controle (A e C) e do 
grupo Mdx (B e D), corados com HE. Nas imagens A e B, evidenciou-se a cartilagem articular (CA). Em todas 
as imagens, foi possível identificar a substância óssea esponjosa proveniente do centro de ossificação secundário, 
OE(2); a lâmina epifisial, LE; e a substância óssea esponjosa proveniente do centro de ossificação primário, 
OE(1).  
 
A coloração histológica Safranina-O permitiu evidenciar a marcação nuclear celular em 
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vermelho, bem como a marcação, de mesma cor, das regiões onde localizam-se os 
proteoglicanos na matriz extracelular cartilagínea da lâmina epifisial e também da cartilagem 
articular. Na Figura 4, estão representados os grupos Controle (A e C) e Mdx (B e D). Ao 
comparar-se a intensidade da coloração da cartilagem articular de ambos os grupos, pôde-se 
observar que o grupo Mdx apresentou intensidade da coloração dos proteoglicanos menos 
evidente que os animais Controle. Na análise da lâmina epifisial, ocorreu o mesmo, ou seja, 
os proteoglicanos estão menos evidenciados nos animais Mdx quando comparados ao 
Controle.  
Figura 4: Fotomicrografias das secções longitudinais da epífise distal do fêmur de camundongos do grupo 
Controle (A e C) e do grupo Mdx (B e D), submetidas a coloração com Safranina-O. Em A e B, observa-se a 
cartilagem articular (CA) e a substância óssea esponjosa, OE(2), proveniente do centro de ossificação 
secundário; em C e D a lâmina epifisial (LE), OE(2) e também a OE(1), proveniente do centro de ossificação 
primário. Foi possível notar a intensidade da coloração mais discreta na cartilagem articular e lâmina epifisial 
do grupo Mdx (B) em relação ao grupo Controle (A). Na lâmina epifisial, notou-se ainda focos intensos de 
coloração dos proteoglicanos no grupo Controle, evidenciados na imagem por barras amarelas (C), os quais não 
são encontrados no grupo Mdx (D). Objetiva de 20x.  
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5.2 Análise imunoistoquímica 
Foi observada a imunoexpressão da COX-2 em diferentes regiões da epífise distal do 
fêmur dos animais do grupo Mdx, diferentemente do grupo Controle, conforme mostra a 
Figura 5. A imunomarcação mostrou-se evidente na lâmina epifisial, especialmente nas zonas 
próximas ao limite com a medula óssea. As trabéculas ósseas não sofreram marcação, porém 
foi possível visualizar na medula óssea de ambos os grupos a imunoexpressão da COX-2, 
sendo esta mais intensa no grupo Mdx (B, D e F). Osteócitos presentes na diáfise do fêmur 
apenas dos animais distróficos (grupo Mdx) sofreram imunomarcação. 
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Figura 5: Fotomicrografias das secções longitudinais da epífise distal do fêmur de camundongos do grupo Controle (A, 
C e E) e do grupo Mdx (B, D e F), submetidos a reação imunoistoquímica para COX-2. Em A e B, observa-se a lâmina 
epifisial (LE), em C e D a medula óssea (MO); em E e F, a diáfise (Di). Foi observada intensa imunomarcação (setas) 
na lâmina epifisial do grupo Mdx (B) quando comparado ao Controle (A). Na medula óssea, ambos os grupos 
apresentaram imunomarcação, sendo esta novamente mais intensa no grupo Mdx (D) em relação ao respectivo Controle 
(C). Os osteócitos (oc) da diáfise dos animais do grupo Mdx (F), também apresentaram intensa imunomarcação (cabeça 
de seta), o que não ocorreu no grupo Controle (E). Objetiva de 40x.   
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5.3 Análise morfométrica das zonas celulares da lâmina epifisial 
Após a análise da medida total da espessura da lâmina epifisial dos grupos Controle e 
Mdx (Figura 6A), não foram encontradas diferenças significativas. Foram mensuradas 
também as zonas celulares da lâmina epifisial: Zona de Repouso (Figura 6B), Zona 
Proliferativa (Figura 6C) e Zona Hipertrófica + Calcificada (Figura 6D). Não foram 
encontradas diferenças significativas em nenhuma das medidas das zonas celulares entre o 
grupo Controle e o grupo Mdx. 
Figura 6: Média + Desvio Padrão da lâmina epifisial (µm) da epífise distal do fêmur dos grupos Mdx e respectivo Controle 
(A). Em B, C e D, medidas (µm) das Zonas de Repouso, Proliferativa e Hipertrófica + Calcificada, respectivamente 
(p>0,05). 
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6. DISCUSSÃO 
A DMD é uma doença que altera a morfologia e função muscular, porém também traz 
consequências ao tecido ósseo. O presente estudo investigou as alterações morfológicas e 
presença de marcador inflamatório nos tecidos ósseo e cartilagíneo de animais Mdx. Os 
principais resultados evidenciaram alterações dos proteoglicanos da lâmina epifisial e 
cartilagem articular no fêmur de animais Mdx, além de intensa imunomarcação para COX-2 
na lâmina epifisial dos mesmos. 
 Foi verificada diminuição de proteoglicanos, através da coloração de Safranina-O, na 
cartilagem articular e lâmina epifisial de animais Mdx, pois os mesmos apresentaram 
marcação menos intensa quando comparados ao grupo Controle. Os proteoglicanos da lâmina 
epifisial têm função na regulação da mineralização óssea (EHRLICH & ARMSTRONG, 
1997). Nakagaki et al. (2011) demonstraram que animais Mdx apresentam diminuição da 
densidade e conteúdo mineral ósseo, além de características de osteopenia, antes mesmo da 
degeneração das fibras musculares serem significativas. Um estudo realizado com 
camundongos Mdx avaliou a regeneração óssea após fratura induzida e os resultados 
demonstraram baixa deposição de matriz cartilaginosa no calo ósseo além de um atraso na 
remodelação cartilaginosa destes camundongos quando comparados ao grupo controle 
(ABOU-KHALIL et al., 2014). Estudos realizados com modelos experimentais para artrite e 
osteoartrite, doenças degenerativas, apontaram diminuição de proteoglicanos na cartilagem 
articular e lâmina epifisial nos animais estudados (ROTH et al., 2005; SHARMA et al., 
2013). A diminuição de proteglicanos evidenciada neste estudo corrobora com tais achados, 
podendo elucidar os sintomas clínicos relacionados a saúde óssea dos portadores de DMD, 
que apresentam osteomalácia, osteoporose e aumento no risco de fraturas, além de apontar 
características degenerativas na cartilagem articular dos animais distróficos 
(MORGENROTH, 2012). Salienta-se que, apesar das descrições sobre as consequências 
ósseas da DMD estarem voltadas para a fraqueza muscular e perda da deambulação, estudos 
no modelo experimental Mdx apontam possibilidades de outros fatores causarem essas 
consequências, haja vista que o camundongo Mdx não sofre os efeitos relacionados à perda da 
deambulação, por exemplo.  
A expressão da COX-2 pode ser induzida por diversos fatores, como no reparo ósseo 
após fraturas e também em condições patológicas como artrite reumatóide, câncer e isquemia 
(MOHAMMED et al., 2004; RADI & KHAN, 2005; BLACKWELL et al., 2010). A análise 
imunoistoquímica deste marcador no presente estudo resultou na intensa imunomarcação da 
COX-2 na lâmina epifisial, medula óssea e até osteócitos do fêmur dos animais Mdx. O 
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aumento da expressão da COX-2 no tecido ósseo dos animais distróficos pode estar 
relacionado com a inflamação crônica presente também no tecido muscular, mostrado no 
estudo de De Oliveira et al (2013), onde foi encontrada uma elevada imunoexpressão da 
COX-2 no músculo de animais Mdx. A presença do marcador inflamatório no fêmur desses 
animais Mdx demonstra que a inflamação pode ser um dos fatores que causam as alterações 
ósseas na DMD. 
Um estudo com modelos experimentais de osteomielite apontou resultados 
semelhantes aos do presente estudo, visto que foi encontrada intensa imunomarcação em 
osteócitos e em regiões com de grande atividade de osteoclastos. Para os autores, a detecção 
da expressão de COX-2 em osteócitos durante o estágio inicial da infecção óssea, implica em 
um desequilíbrio de reabsorção e formação óssea mediada por prostaglandinas em lesões 
relacionadas à osteomielite (JOHANSEN et al, 2012). Foi encontrada elevada marcação de 
COX-2 na ulna de ratos induzidos a fratura por estresse, ocorrendo a imunomarcação nos 
locais da fratura nas primeiras vinte e quatro horas, também evidenciados fortemente em 
osteócitos adjacentes (WU et al., 2014). Abou-Khalil et al. (2014) encontrou atraso na 
remodelação óssea de animais Mdx, influenciado por um ambiente inflamatório e persistente 
no tecido ósseo, o que corrobora com os achados deste estudo. Sendo assim, o efeito benéfico 
nos processos de reparo ósseo por prostaglandinas depende do contexto ou da duração da 
indução da COX-2 neste tecido (BLACKWELL et al., 2010). No caso dos animais Mdx, há 
uma indução contínua da COX-2, levando a um quadro de inflamação crônica e trazendo 
efeitos prejudiciais à saúde óssea dos animais distróficos.  
Apesar da análise histopatológica pela coloração HE evidenciar a presença da 
cartilagem articular, centro de ossificação secundário, lâmina epifisial e centro de ossificação 
primário - presentes na epífise distal do fêmur de ambos os grupos – as zonas celulares da 
lâmina epifisial (zona de repouso, zona de proliferação, zona hipertrófica e zona calcificada), 
apresentaram configuração desorganizada, não sendo possível observar a delimitação de cada 
uma. Uma possível explicação para o ocorrido é a idade dos animais utilizados neste estudo, 
equivalente a 16 semanas. Segundo o estudo de Cole et al. (2013), que mostra as diferentes 
fases de desenvolvimento da lâmina epifisial do camundongo conforme a idade, por volta das 
10 semanas de vida, a lâmina epifisial entra em estado de senescência, apresentando aspecto 
celular desorganizado, sem delimitações visíveis e com espessura diminuída.  
A fim de proceder com a proposta da mensuração das zonas celulares da lâmina 
epifisial, foi investigado se havia uma alternativa para tal análise. A alternativa encontrada foi 
a realização da mensuração de tais zonas pelas lâminas coradas com Safranina-O. Durante a 
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análise dos proteoglicanos, foi observado que as zonas celulares, apesar de também 
apresentarem aspecto desorganizado, poderiam ser melhor mensuradas através desta técnica 
de coloração.  
A investigação de alterações morfológicas na lâmina epifisial foi realizada em 
diversos modelos experimentais, por ser uma região diretamente relacionada com o 
crescimento longitudinal dos ossos longos e por possuir intensa atividade celular durante o 
desenvolvimento (CORTES, BARIA, SCHWARTZ, 2009; KIM et al., 2011; PARK, KONG, 
KIM, 2012). A magnitude do crescimento ósseo depende da proliferação celular, deposição 
da matriz e subsequente hipertrofia celular, sendo que qualquer alteração neste curso irá 
causar retardo ou até mesmo declínio deste processo (KILLION, 2017). Apesar de terem sido 
encontradas alterações nos proteoglicanos e ainda a presença do marcador inflamatório COX-
2 na na lâmina epifisial animais Mdx quando comparados ao respectivo Controle, as medidas 
das zonas celulares presentes na lâmina epifisial não apresentaram alterações no presente 
modelo experimental, o que nos leva a inferir que não houve alteração no crescimento ósseo 
do fêmur dos animais Mdx.   
A DMD apresenta diversos fatores que colocam em risco a saúde óssea, tal como a 
perda da força muscular progressiva, a ativação da osteoclastogênese pela alteração do 
metabolismo muscular, a imobilização que afeta a homeostase do cálcio, além dos efeitos 
adversos presentes na terapia com corticoesteróides (BUCKNER, SASIGARN, MAHAN, 
2015). Os achados deste estudo apontam alterações adicionais que podem estar presentes no 
portador da DMD, que devem receber atenção no tratamento destes indivíduos. A equipe 
multidisciplinar, que inclui o fisioterapeuta, deve estar ciente da fisiopatologia da doença, que 
envolve não só o tecido muscular, mas traz alterações sistêmicas consideráveis (BUSHBY et 
al., 2010b). A busca pelo entendimento da progressão da doença e todos os seus efeitos 
deletérios deve ser contínua para que se aumente a perspectiva do tratamento dessa 
população, dando a estes indivíduos funcionalidade e qualidade de vida.   
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7. CONCLUSÃO 
Foram observados, na epífise distal do fêmur dos animais Mdx, alterações dos 
proteoglicanos tanto da cartilagem articular quanto da lâmina epifisial. Além disso, houve 
evidência de processo inflamatório, com a presença da COX-2, na lâmina epifisial, medula 
óssea e diáfise do fêmur. As análises morfométricas da lâmina epifisial não apontaram 
alterações nos animais Mdx. Dessa maneira, no presente estudo podemos apontar que o 
processo inflamatório bem como as alterações dos proteoglicanos são evidências importantes 
a serem investigadas como causas da degeneração óssea em portadores de DMD.  
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